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(57) Abstract 



The invention concems glycoconjugates of camptothecin derivatives in which at least one carbohydrate component is linked via 
suitable spacers to the A- or B-ring of a camptothecin derivative. The invention further concerns processes for preparing the compounds 
according to the invention, and their use as medicaments, in particular for use in conjunction with cancers. 

(57) Zusanunenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifFt Glycokonjugate von Camptothecin-Derivaten, in denen mindestens eine Kohlenhydrat-Komponente 
tiber geeignete Spacer und Abstandshalter mit dem A- oder B-Ring eines Camptothecin-Derivats veiknupft ist Die Erfindung betri^ 
welterhin Verfahren zur Heistellung der erfindungsgemSBen Verbindungen sowie deren Verwendung als Arzneimittel, insbesondere im 
Zusanunenhang mit Kxebseilcrankungen. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemfiss dem 
PCT verdffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spaitien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Annenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


OsteiTcich 


FR 


Prankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


LeUland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaid^chan 


GB 


Verehiigtes KOnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


BosQien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Rqniblik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Baibados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadsdiikistan 


BE 


Bclgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawisdie 


TM 


Tuikmenistan 


BF 


Biuicina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TDifcei 


EG 


Bulgarien 


HU 


Ungazn 


ML 


Mali 


IT 

UA 


THnidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mametanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Veremigte Staaten voi 


CA 


Kanada 


IT 


tuUeo 


MX 


Mextko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Uzbekistan 


CG 


Kongo 


KB 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schwciz 


KG 


Khgisistan 


NO 


NoTwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'lvoire 


KP 


Demokratische Volksiepublik 


NZ 


Ncusccland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


Oiina 


KR 


Republik Korea 


PT 


ftjitngal 






cu 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Runflnien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


SL Lucia 


RU 


RussisGhe Ffideiation 






DE 


Deutschland 


U 


Liecfatenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dflnemaifc 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Uberia 


SG 


Shigapur 







wo 98/14468 PCT/EP97/05089 

GIvcokoniugate von modifizierten Camptothecin-Derivaten (A- oder B-Ring- 
Verknunfung) 

5 Die vorliegende Erfindung betriffl Glycokonjugate von Camptothecin-Derivaten, in 
denen mindestens eine Kohlenhydrat-Komponente iiber geeignete Spacer und 
Abstandhalter mit dem A- oder B-Ring eines Camptothecin-Derivats verknupft ist. 
Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemalien 
Verbindungen sowie deren Verwendung als Arzneimittel, insbesondere im 

10 Zusammenhang mit Krebserkrankungen. 

20(S)-Camptothecin ist ein pentacyclisches Alkaloid, das 1966 von Wall et al. iso- 
licrt wurde (J.Am.Chem.Soc. 88, 3888 (1966)). Es besitzt ein hohes Antitumor- 
Wirkpotential in zahlreichen In-vitro- und In-vivo-Tests. Leider scheiterte jedoch 
die Realisierung des vielversprechenden Potentials in der Klinik an Toxiatats- und 
1 S Ldslichkeitsproblemen. 

Durch Offnung des E-Ring-Lactons und Bildung des Natriumsalzes wurde eine 
wasserlosliche Verbindung erhaiten, die in einem pH-abhangigen Gleichgewicht 
mit der ringgeschlossenen Form steht. Klinische Studien fuhrten auch hier bisher 
nicht zum Erfolg. 



O O OH 



20 




Etwa 20 Jahre spater wurde gefunden, daB die biologische Aktivitat auf eine 
Enzyminhibition der Topoisomerase I zuriickzufuhren ist. Seither wurden die 
Forschungsaktivitaten wieder verstarkt, urn vertraglichere und in-vivo wirksame 
Camptothecin-Derivate zu finden. 

25 Zur Verbesserung der Wasserloslichkelt v^airden Salze von A-Ring- und B-Ring- 
modifizierten Camptothecin-Derivaten sowie von 20-O-Acyl-Derivaten mit ioni- 
sierbaren Gruppen beschrieben (Vishnuvajjala et al. US 4943579). Letzteres 
Prodrug-Konzept wurde spater auch auf modifizierte Camptothecin-Derivate iiber- 
tragen (Wani et al. WO 9602546). Die beschriebenen 20-O-Acyl -Prodrugs haben 
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allerdings in-vivo eine sehr kurze Halbwertszeit und werden sehr schnell zum 
Gaindkorper gespalten. 

Wir fanden nun uberraschend, dali die Anknupfung von Kohlenhydratderivaten 
uber geeignete Spacer an Amino- oder Hydroxyl-Gruppen, die direkt oder uber 
.5 einen Abstandhalter mit dem A- oder B-Ring von Camptothecin-Derivaten 
verbunden sind, zu einer Verbindungsklasse mit hochinteressanten Eigenschaften 



fuhrt: 



Die so erhaltenen Konjugate zeigen in-vitro eine hohe Aktivitat gegenuber 
Tumorzellinien und Tumorxenografts. 



10 



Sie weisen gegenuber den zugrundeliegenden Toxophoren eine deutlich 
hohere Vertraglichkeit und Tumorselektivitat sowie eine verbesserte Los- 
lichkeit, insbesondere in waBrigen Medien auf. 



In-vivo zeigen sie exzellente therapeutische Wirksamkeit iiber mehrere 
Dosisstufen. 



15 



Sie sind in extrazellularem Medium und in Blut wesentlich stabiler als die 
in der Literatur beschriebenen 2Q-0"Acyl-Prodrugs von Camptothecin. 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 




(I) 



wonn 



20 



n, m und o jeweils fur die Zahl 0 oder I stehen und n + m + o >1 gilt, 



wobei 



Cp fur ein Camptothecin-Derivat der Formeln 
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[A] 




wonn 



R\ R*^, und R"* unabhangig voneinander Wasserstoff, Alkyl mit 
bis zu 3 Kohlenstoffatomen, Halogen, Amino, Hydroxy oder 
Nitro bedeuten konnen oder 



R^ und R"^ zusammen eine Gruppe der Formel 



o 



bedeuten, wobei 



p die Werte 1 oder 2 annehmen kann, und 



R^ fur -0-* , -NH* Oder — N N-* steht, oder fiir -*NR^ 



10 



steht, worin R Arylmethyl oder Hetarylmethyl bedeutet, 



[B] 




wonn 



und wie R^ und R^ definiert sind und mit diesen gleich oder 
verschieden sein konnen. 
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worin 

fur Wasserstoff oder -CH2-N(CH3)2 steht und 
fur Wasserstoff oder Ethyl steht, 
H 




worin 

R^^ und R*^ wie R^ und R^ definiert sind und mit diesen gleich 
oder verschieden sein konnen, 

Oder 



10 




worin 

R^^ und R^"* wie R^ und R^ definiert sind und mit diesen gleich 
oder verschieden sein konnen, 
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steht, wobei Cp iiber die mit * markierten Bindungen mit M 
verkniipft ist, 



M fur eine Briicken-Gruppierung steht, deren Hauptkette bis zu 21 Atome in 
linearer Abfolge umfaBt, 

5 L', L\ L' unabhangig voneinander fiir Linker-Gruppierungen stehen, wie sie in 

der Glycokonjugat-Chemie gangigerweise eingesetzt werden (s. Ubersichts- 
artikel Lee Y.C. and Lee, R, in Lectins and Cancer 1991, 53-69; edited by 
Gabius MJ, and Gabius S., Springer Verlag), 

Sp\ Sp^ und Sp^ unabhangig voneinander fur Arylen mit bis zu 10 Kohlen- 
10 stoffatomen oder fur Alkylen mit bis zu 8 Kohlenstoffatomen stehen die 

jeweils gegebenenfalls substituiert sind, und 

K\ und unabhangig voneinander fur einen Rest der Formel (II) 




(11) 



stehen, worin 



15 



A 



Methyl, Hydroxymethyl, Alkoxymethyl mit bis zu 6 Kohlen- 
stoffatomen, Acyloxymethyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder 
einen Rest der Formel -CHj-B bedeutet, worin 



B 



fiir einen Rest der Formel (II) steht, 



20 



R^^, R^^ und R'^ unabhangig voneinander Wasserstoff, Hydroxy, gegebe- 
nenfalls durch Hydroxy substituiertes Alkoxy mit bis zu 6 Kohlen- 
stoffatomen, gegebenenfalls durch Alky] oder Acyl mit bis zu 6 
Kohlenstoffatomen substituiertes Amino, Halogen, Sulfat oder eine 
Gruppe der Formeln 
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(57) Abstract 

The invention concerns gjycoconjugatcs of camptothecin derivadvcs in which at least one carbohydrate component is linked via 
suitable spacers to the A- or B-ring of a camptothecin derivative. The invention further concerns pn)cesses for preparing tiw compounds 
accoiding to the invention, and their use as medicaments, in particular for use in conjunction with cancers. 



(57) Zusammenfassnng 

Die vorliegende Erfindung betrifft Glycokonjugate von Camptodiecin-Derivaten, in denen mindestens cine Kohlenhydrat-Komponente 
Uber geeignete Spacer und Abstandshalter mit dem A- Oder B-Ring eines Camptotfiecin-Dcrivats veriaif^ft ist. Die &findung betrifft 
weiterhin Verfahrcn zur Herstellung der eriindungsgemflfien Verbindungen sowie deren Verwcndung als Arzneimittel. insbesondete im 
Zusammenhang mit Krebserkrankungen, 
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GIvcokoniugate von modifiziertcn Camptothecin-Derivaien (A- odcr B-Ring> 
Verknupfung^ 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft Glycokonjugate von Camptothecin-Derivaten, in 
denen mindestens eine Kohlenhydrat-Komponente iiber geeignete Spacer und 
Abstandhalter mit dem A- oder B-Ring eines Camptothecin-Derivats verknupft ist. 
Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Verbindungen sowie deren Verwendung als Arzneimittel, insbesondere im 

10 Zusammenhang mit Krebserkrankungen. 

20(S)-Cainptothecin ist ein pentacyclisches Alkaloid, das 1966 von Wall et al. iso- 
liert wurde (J.Am.Chem.Soc. 88, 3888 (1966)). Es besitzt ein hohes Antitumor- 
Wirkpotential in zahlreichen In-vitro- und In-vivo-Tests. Leider scheiterte jedoch 
die Realisierung des vielversprechenden Potentials in der Klinik an Toxizitats- und 
1 5 Ldslichkeitsproblemen. 

Durch Offnung des E-Ring-Lactons und Bildung des Natriumsalzes wurde eine 
wasserlosliche Verbindung erhalten, die in einem pH-abhangigen Gleichgewicht 
mit der ringgeschlossenen Form steht. Klinische Studien fiihrten auch hier bisher 
nicht zum Erfolg. 



20 




Etwa 20 Jahre spater wurde gefunden, daB die biologische Aktivit^t auf eine 
Enzyminhibition der Topoisomerase I zuriickzufuhren ist. Seither wurden die 
Forschungsaktivitaten wieder verstarkt, urn vertraglichere und in-vivo wirksame 
Camptothecin-Derivate zu fmden. 

25 Zur Verbesserung der Wasserloslichkeit wurden Salze von A-Ring- und B-Ring- 
modifiaerten Camptothecin-Derivaten sowie von 20-O-Acyl-Derivaten mit ioni- 
sierbaren Gruppen beschrieben (Vishnuvajjala et al. US 4943579). Letzteres 
Prodrug-Konzept wurde spater auch auf modifizierte Camptothecin-Derivate fiber- 
tragen (Wani et al. WO 9602546). Die beschriebenen 20-O-Acyl-Prodrugs haben 
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allerdings in-vivo eine sehr kurze Halbwertszeit und werden sehr schnell zum 
Grundkorper gespalten. 

Wir fanden nun uberraschend, daB die Anknupfung von Kohlenhydratderivaten 
uber geeignete Spacer an Amino- oder Hydroxyl-Gruppen, die direkt oder uber 
5 einen Abstandhalter mit dem A- oder B-Ring von Camptothecin-Derivaten 
verbunden sind, zu einer Verbindungsklasse mit hochinteressanten Eigenschaften 
fuhrt: 

Die so erhaltenen Konjugate zeigen in-vitro eine hohe Aktivitat gegeniiber 
Tumorzellinien und Tumorxenografts. 

10 - Sie weisen gegeniiber den zugrundeliegenden Toxophoren eine deutlich 
hohere Vertraglichkeit und Tumorselektivitat sowie eine verbesserte Los- 
lichkeit, insbesondere in waBrigen Medien auf. 

In-vivo zeigen sie exzellente therapeutische Wirksamkeit uber mehrere 
Dosisstufen. 

15 - Sie sind in extrazellularem Medium und in Blut wesentlich stabiler als die 
in der Literatur beschriebenen 20-O-Acyl-Prodrugs von Camptothecin. 

Die voriiegende Erfmdung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formal (I) 

(K'-SpV)— M— Cp (I) 
(K'-Sp^LV 

worin 

20 n, m und o jeweils fur die Zahl 0 oder 1 stehen und n + m + o > 1 gilt, 
wobei 



Cp fur ein Camptothecin-Derivat der Formeln 
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[A] 




worm 



K\ R^, und R'* unabhangig voneinander Wasserstoff, Alkyl mit 
bis zu 3 Kohlenstoffatomen, Halogen, Amino, Hydroxy oder 
Nitro bedeuten konnen oder 



R und R zusammen eine Gnippe der Formel 



o 



bedeuten, wobei 



p die Werte 1 oder 2 annehmen kann, und 



R^ fur -0-* , -NH* Oder — N N-* steht, oder fur -*hfR^ 



10 



steht, worin R^ Arylmethyl oder Hetarylmethyl bedeutet, 



[B] 




wonn 



R'' und R^ wie R^ und R^ definiert sind und mit diesen gleich oder 
verschieden sein konnen. 



wo 98/14468 
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[C] 




wonn 



fur Wasserstoff oder -CH2-N(CH3)2 steht und 
fur Wasserstoff oder Ethyl steht. 



[D] 




wonn 



R^^ und R^^ wie R*^ und R^ definiert sind und mit diesen gleich 
oder verschieden sein konnen. 



Oder 




R^^ und R*^ wie R^ und R^ definiert sind und mit diesen gleich 
oder verschieden sein konnen. 
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steht, wobei Cp uber die mit * markierten Bindungen mit M 
verkniipft ist, 

M fur eine Briicken-Gaippierung steht, deren Hauptkette bis zu 21 Atome in 
linearer Abfolge umfaBt, 

L , L , L* unabhangig voneinander fur Linker-Gruppieningen stehen, wie sie in 
der Glycokonjugat-Chemie gangigerweise eingesetzt werden (s. Ubersichts- 
artikel Lee Y.C. and Lee, R. in Lectins and Cancer 1991, 53-69; edited by 
Gabius M.J. and Gabius S., Springer Verlag), 

Sp\ Sp^ und Sp-^ unabhangig voneinander fur Arylen mit bis zu 10 Kohlen- 
stoffatomen oder fur Aikylen mit bis zu 8 Kohlenstoffatomen stehen die 
jeweils gegebenenfalls substituiert sind, und 

K\ und unabhangig voneinander fiir einen Rest der Formel (II) 




stehen, worin 

A Methyl, Hydroxymethyl, Alkoxymethyl mit bis zu 6 Kohlen- 
stoffatomen, Acyloxymethyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder 
einen Rest der Formel -CHj-B bedeutet, worin 

B fur einen Rest der Formel (II) steht, 

R^^, R^^ und R^^ unabhangig voneinander Wasserstoff, Hydroxy, gegebe- 
nenfalls durch Hydroxy substituiertes Alkoxy mit bis zu 6 Kohlen- 
stoffatomen, gegebenenfalls durch Alkyl oder Acyl mit bis zu 6 
Kohlenstoffatomen substituiertes Amino, Halogen, Sulfat oder eine 
Gruppe der Formeln 



wo 98/14468 



-6- 



PCT/EP97/05089 



-0.(CH,).-C^ Oder ^>-(CH,),-C^ 

bedeuten, worin 

R^^ und R^^ unabhangig voneinander fiir Hydroxyl oder Alkoxy mit 
bis zu 6 Kohlenstoffatomen stehen oder fur Amino, das 
5 gegebenenfalls durch Alkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen 

substituiert ist, stehen und 

s und t unabhangig voneinander die Werte 0, 1, 2, 3 oder 4, 
insbesondere die Werte 1, 2, 3 oder 4 annehmen konnen 

oder 

10 R*^, R'^ und R^'^ unabhangig voneinander fiir einen Rest der Formel (II) 

stehen 

oder 

zwei der Reste R^^, R^^, R^^ zusammen fur eine Epoxygruppe stehen, 

sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

15 Der BegrifF "Alkylgruppen" soli, sofem nicht anders angegeben, im Sinne der Er- 
findung geradkettige, verzweigte, cyclische und Cycloalkylreste enthaltende Alkyl- 
reste umfassen. Diese Definition soil sinngemaB auch fur alle anderen Alkyl- 
gruppen enthaltenden Reste gelten, wie beispielsweise Alkoxy, Acyl usw.. 

Die bei der Definition von R^ angegebenen Begriffe Arylmethyl und Hetarylme- 
20 thy I konnen beispielsweise Phenylmethyl bzw. Pyridylmethyl bedeuten. 

Bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I), worin K\ und 
unabhangig voneinander fiir einen Rest der Formel (II) stehen konnen, wobei 



A Methyl, Hydroxymethyl, Methoxymethyl oder Acetoxymethyl bedeutet, 
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R 



15 



WasserstofF, Hydroxyl, Methoxy oder eine Gruppe der Formeln 



-0-(CHj)^-C 




Oder 



-O 




R 



,19 



Oder 

10 



15 

R'^ 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 

R*^ und R'^ unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 
4 KohlenstofFatomen stehen, 

fur einen Rest der Formel (II) steht, 

Wasserstoff, Hydroxyl, Halogen, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 

R^* und R^^ unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 
4 Kohlenstoffatomen stehen oder fiir Amino, das gegebenenfalls 
durch Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiert ist, stehen, 

Hydroxyl, Alkoxy mit bis zu 4 KohlenstofFatomen, das gegebenenfalls 
durch Hydroxy substituiert ist, Amino, das gegebenenfalls durch Alkyl oder 
Acyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiert ist, oder eine Gruppe der 
Formeln 
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-0-(CH2VC 




Oder 



-O 




[CH^VC 



R 



|19 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 

R'^ und R^^ unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 
4 Kohienstoffatomen stehen, 

oder worin 

R^^ und R'^ gemeinsam fiir eine Epoxygruppe stehen, 
sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze, 

Ganz besonders bevorzugt stehen K\ K'^ und unabhan^g voneinander fur 
einen Rest der Formel (11), wobei 

A Methyl, Hydroxymethyl, Methoxymethyl oder Acetoxymethyl bedeutet, 

R'^ und R^^ jeweils eine Hydroxylgruppe bedeuten, 

und 

R^^ Wasserstoff, Hydroxyl, Halogen, Alkoxy mit bis zu 4 Kohienstoffatomen, 
Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen konnen und 




Oder 
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R'^ und R^^ unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit bis zu 
4 Kohl enstoff atom en stehen oder fiir Amino, das gegebenenfalls 
durch Alkyl mit bis zu 4 KohlenstofFatomen substituiert ist, stehen. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfassen die Kohlenhydrat- 
5 Bausteine K\ und/oder jeweils maximal zwei Monosaccharid-Bausteine. 



Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I), worin Sp', 
Sp^ und/oder Sp^ unabhangig voneinander fiir Arylen mit bis zu 10 Kohlenstoff- 
atomen stehen konnen, das mit je einer Gruppe bzw. oder und bzw. 

2 3 

L oder L verkniipft ist und das gegebenenfalls noch ein- oder mehrfach durch 
10 Hydroxy, Carboxy, Carboxy alkyl mit bis zu 4 KohlenstofFatomen, Nitro, Cyano, 
Halogen, Alkyl mit bis zu 4 KohlenstofFatomen, Halogenalkyl mit bis zu 4 
KohlenstoFFatomen oder durch Alkoxy mit bis zu 4 KohlenstoFFatomen substituiert 
ist, sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

Besonders bevorzugt sind Sp\ Sp^ und/oder Sp^, abgesehen von K\ K^ oder K"^ 
15 und L\ oder L^, unsubstituiert oder gegebenenFalls substituiert durch Halogen, 
Nitro, Alkyl mit bis zu 4 KohlenstofFatomen, Alkoxy mit bis zu 2 Kohlenstoff- 
atomen, -OCF3 und/oder -CF3. 



Ganz besonders bevorzugt sind Sp\ Sp^ und/oder Sp^ parastandig mit je einer 
Gruppe K\ K^ oder K^ und L\ L^, oder verkniipft und tragen keine weiteren 
20 Substituenten. 

Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 



worm 

s op 

L\ und unabhangig voneinander "^H ^ -NH C 



JJ^N 

Oder '^^ ^ bedeuten. wobei 
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R^^^ fur Chlor oder fur Hydroxyalkylamino mit bis zu 6 Kohlenstoff- 
atomen steht. 



S 

Besonders bevorzugt stehen L\ L" und L'^ fur 

— NH 



Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel (I), worin M fiir 
5 ein Peptid steht, das iiber eine Aminofunktion mit L\ l? uad/oder verknupft 
ist, iiber eine Acylfunktion mit Cp verknupft ist und dessen Aminosaurebausteine 
gegebenenfalls Schutzgruppen tragen konnen. Besonders bevorzugt sind Mono-, 
Di- und Tripeptide, insbesondere Mono- und Dipeptide. 

Die Aminosaurebausteine werden bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe Glycyl, 
10 Alanyl, Valyl, Leucyl, Lysyl, Seryl, Glutamyl, Threonyl, Asparagyl, Isoleucyl, 
Diaminopropionyi, Diaminobutyryl, Histidyl, Arginyl und/oder OrnithyL 

Besonders bevorzugt sind die Aminosaurebausteine Glycyl, Alanyl, Valyl, Leucyl, 
Lysyl, Seryl, Asparagyl, Histidyl und/oder Glutamyl. 

Die erfindungsgemafien Verbindungen konnen in stereoisomeren Formen, bei- 
15 spielsweise als Enantiomere oder Diastereomere, oder als deren Gemische, bei- 
spielsweise als Racemat, vorliegen. Die Erfmdung betrifft sowohl die reinen 
Stereoisomere als auch deren Gemische. 

Stereoisomerengemische konnen, falls erforderlich, in bekannter Weise in die 
stereoisomer einheitlichen Bestandteile getrennt werden, beispielsweise durch 
20 Chromatographic oder durch Kristallisationsverfahren. 

Die erfindungsgemafien Verbindungen konnen bedingt durch eine Rotations- 
hinderung in rotationsisomeren Formen oder als deren Gemisch auftreten. Die 
Erfmdung betrifft sowohl die reinen Rotationsisomere als auch deren Gemische. 

Rotationsisomerengemische konnen gegebenenfalls, falls erforderlich, mittels 
25 bekannter Methoden in die einheidichen Bestandteile getrennt werden, beispiels- 
weise durch Chromatographie (z.B. HPLC) oder durch Kristallisationsverfahren. 
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Moglich ist dies nicht nur auf der Endstufe der Glycokonjugate, sondern 
gegebenenfalls auch auf Zwischenstufen. Aus den rotamerenreinen Zwischenstufen 
konnen gegebenenfalls durch geeignete Synthesefiihaing die rotamerenreinen 
Endstufen hergesteiit werden. 

5 Die Stereochemie am anomeren Zentrum der Kohlenhydratbausteine K\ 

und/oder kann a oder P sein. Durch die Stereochemie an den anderen Zentren 
kann sich die gluco-, manno-, galacto-, gulo-, rhamno- oder fuco-Konfiguration 
ergeben. 

Die Arainosaurebausteine konnen ebenso wie die Kohlenhydratbausteine jeweils in 
10 der D- oder in der L-Form vorliegen. 

Der Camptothecin-Baustein Cp kann in der 20(R)- oder in der 20(S)-Konfiguration 
oder als Gemisch dieser beiden steroisomeren Formen vorliegen. Bevorzugt ist die 
20(S)-Konfiguration. 

Bevorzugte Beispiele fiir den Camptothecin-Baustein sind: 



15 
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I OH 
H3C 

Von diesen beispielhaft genannten Camptothecin-Bausteinen besonders bevorzugt 
sind: [Al], [A3]. [A4], [Bl], [32], [Dl]. 

Durch Kombination der fur die einzelnen Reste angegebenen bevorzugten oder be- 
5 senders bevorzugten Bedeutungen ergeben sich entsprechende ganz besonders be- 
vorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel (I). 

Die erfindungsgemaOen Verbindungen konnen auch in Form ihrer Salze vorliegen. 
Im allgemeinen seien hier Salze mil organischen oder anorganischen Basen oder 
Sauren sowie innere Salze genannt. 

10 Zu den Sauren, die addiert werden konnen, gehoren vorzugsweise Halogenwasser- 
stofFsauren, wie z.B. die Chlorwasserstoffsaure und die Bromwasserstoffsaure, ins- 
besondere die Chlorwasserstoffsaure, ferner Phosphorsaure, Salpetersaure, Schwe- 
felsaure, mono- und bifunktionelle Carbonsauren und Hydroxycarbonsauren, wie 
z,B. Essigsaure, Trifluoressigsaure, Maleinsaure, Malonsaure, Oxalsaure, Glucon- 

15 saure, Bernsteinsaure, Fumarsaure, Weinsaure, Zitronensaure, Salizylsaure, Sorbin- 
saure und Milchsaure sowie Sulfonsauren, wie z.B. p-ToluolsuIfonsaure, 1,5- 
Naphthalindisulfonsaure oder Camphersulfonsaure. 

Physiol ogisch unbedenkliche Salze konnen ebenso Metall- oder Ammoniumsalze 
der erfindungsgemaBen Verbindungen sein, welche eine freie Carboxylgruppe be- 
20 sitzen. Besonders bevorzugt sind z.B. Natrium-, Kalium-, Magnesium- oder 
Calciumsalze, sowie Ammoniumsalze, die abgeleitet sind von Ammoniak oder 
organischen Aminen wie beispielsweise Ethylamin, Di- bzw. Triethylamin, Di- 
bzw. Triethanolamin, Dicyclohexylamin, Dimethylaminoethanol, Arginin, Lysin, 
Ethylendiamin oder Phenethylamin. 

25 Die erfindungsgemaBen Glycokonjugate konnen beispielsweise hergestellt werden 
durch Verknupfung von amino- oder hydroxymodifizierten Camptothecin-Deriva- 
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ten mit aktivierten Carboxylkomponenten, die ihrerseits beispielsweise Teile von 
geschutzten Aminosauren, Peptiden oder kohlenhydratmodifizierten Peptiden 
darstellen konnen. 

Die Erfindung betrifft daher weiterhin ein Verfahren zur Herstellung von Ver- 
bindungen der allgemeinen Formel (I), dadurch gekennzeichnet, dal3 man Verbin- 
dungen der allgemeinen Formel (III) 

Cp-H (III) 

worin Cp die oben angegebene Bedeutung hat und das WasserstofFatom an den 
mit * bezeichneten Positionen sitzt, mit einer dem oben defmierten Rest M 
entsprechenden aktivierten Carboxylkomponente Ma, die gegebenenfalls Schutz- 
gruppen tragt, in einem geeigneten Losungsmittel, gegebenenfalls in Gegenwart 
einer Base, nach ublichen Methoden umsetzt, gegebenenfalls mittels bekannter 
Methoden selektiv eine, mehrere oder alle Schutzgruppen von M abspaltet und das 
Produkt mit Verbindungen der allgemeinen Formel (IV) 

K^-Sp^-L'a (IV) 

worin und Sp^ wie oben definiert sind und L^a fur eine reaktive Vorstufe der 
Gruppe L' steht, umsetzt, wobei gegebenenfalls die Schutzgruppen selektiv abge- 
spalten und schrittweise verschiedene Gruppen K^-Sp^-L^- und K^-Sp^-L^- in 
vergleichbarer Weise eingefiihrt werden konnen 

Oder dalJ man, falls M ein Peptid bedeutet, in vergleichbarer Weise nach ublichen 
Methoden einen ersten Aminosaurerest in Form der entsprechenden gegebenenfalls 
Schutzgruppen tragenden aktivierten Carboxylkomponente einfuhrt, gegebenenfalls 
Schutzgruppen abspaltet, weiterhin gegebenenfalls Schutzgruppen tragende Amino- 
saurereste anknupft, gegebenenfalls erneut Schutzgruppen abspaltet, wie oben 
angegeben Reste der Formeln K*-Sp^-L\ K^-Sp^-L^ und/oder K^-Sp^-L^- 
einfiihrt und falls erforderlich Schutzgruppen abspaltet. 

Die Reaktionen konnen bei verschiedenen Druck- und Temperaturverhaltnissen, 
beispielsweise 0,5 bis 2 bar, bzw. -30 bis H-IOO^'C. in geeigneten Losungsmitteln 
wie Dimethylformamid (DMF), Tetrahydrofuran (THF), Dichlormethan, Chloro- 
form, niederen Alkoholen, Acetonitril, Dioxan, Wasser oder in Gemischen der 
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genannten Losungsmittel durchgefuhrt werden. In der Regel sind Reaktionen in 
DMF Oder THF/ Dichlormethan bei Normaldruck und bei einer Temperatur von 0 
bis 60°C. insbesondere bei etwa Raumtemperatur, bevorzugt. 

Fur die Aktivierung der Carboxylgruppen kommen die in der Peptidchemie be- 
5 kannten Kupplungsreagenzien wie sie z.B. in Jakubke/Jeschkeit: Aminosauren, 
Peptide, Proteine; Verlag Chemie 1982 oder Tetrahedr. Lett. 34, 6705 (1993) be- 
schrieben sind, in Frage, Bevorzugt sind beispielsweise Saurechloride, N-Carbonr 
saureanhydride oder gemischte Anhydride. 

Weiterhin geeignet zur Aktivierung der Carboxylgruppen ist die Bildung von 
10 Addukten mit Carbodiimiden z.B. N,N'-DiethyI-, N,N*-Diisopropyl-, N,N'-Dicyclo- 
hexylcarbodiimid, N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethyl-carbodiimid-Hydrochlorid, 
N-Cyclohexyl-N-(2-niorpholinoethyI)-carbodiiniid-metho-p-toluolsuIfonat, oder 
Carbonylverbindungen wie Carbonyldiimidazol, oder 1,2-Oxazoliumverbindungen 
wie 2-Ethyl-5-phenyl-l,2-oxazolium-3"SuIfat oder 2-tert-Butyl-5-methyl-isoxa- 
15 zolium-perchlorat, oder Acylaminoverbindungen wie 2-Ethoxy-l-ethoxycarbonyl- 
1,2-dihydrochinolin, oder Propanphosphonsaureanhydrid, oder Isobutyl chloroform, 
oder Benzotriazolyloxy-tris(dimethylaniino)phosphonium-hexafluorophosphat, 
1-Hydroxybenzotriazol oder N-Hydroxysuccinimid. 

Als Basen k5nnen beispielsweise Triethylamin, Ethyl-diisopropylamin, Pyridin, 
20 N,N-Dimethylaminopyridin oder andere eingesetzt werden. 

Als Schutzgruppen fur eventuelle Drittfunktionen der Aminosauren oder Nicht- 
Verkniipfungspositionen im Camptothecin-Teil konnen die in der Peptidchemie 
bekannten Schutzgruppen beispielsweise vom Urethan-, AlkyI-, Acyl-, Ester- oder 
Amid-Typ eingesetzt werden. 

25 Aminoschutzgruppen im Rahmen der Erfindung sind die ublichen in der Peptid- 
chemie verwendeten Aminoschutzgruppen. 

Hierzu gehoren bevorzugt: Benzyloxycarbonyl, 3,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 
3,5-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 2,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 4-Methoxy- 
benzyloxycarbonyl, 4-NitrobenzyIoxycarbonyl, 2-Nitrobenzyloxycarbonyl, 2-Nitro- 
30 4,5-dimethoxybenzyloxycarbonyl, Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, tert.-Butoxy- 
carbonyl (Boc), Allyloxycarbonyl, Vinyloxycarbonyl, 3,4,5-Trimethoxybenzyloxy- 
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carbonyl, 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl, 2,2,2-Trichlor-tert-butoxycarbonyl, 
Menthyloxycarbonyl, 4-Nitrophenoxycarbonyl, FIuorenyl-9-methoxycarbonyl 
(Fmoc), Formyl, Acetyl, Propionyl, PivaloyI, 2-ChloracetyI, 2-Bromacetyl, 2,2,2- 
Trifluoracetyl, 2,2,2-Trichloracetyl, Benzoyl, Benzyl, 4-Chlorbenzoyl, 4-Brom- 
benzoyl, 4-Nitrobenzoyl, Phthalimido, IsovaleroyI oder Benzyloxymethylen, 
4-Nitrobenzyl, 2,4-Dinitrobenzyl, 4-Nitrophenyl oder 2-Nitrophenylsulfenyl. 
Besonders bevorzugt sind die Fmoc-Gmppe und die Boc-Gruppe. 

Bevorzugte Carboxylschutzgruppen sind lineare oder verzweigte C pC^- Alky 1 ester. 

Die Modifizierung der mit einer Brucken-Gmppierung M verkniipften Campto- 
thecin-Derivate mit Kohlenhydratresten kann iiber verschiedene Methoden und 
Linkergruppen eifolgen. Bevorzugt ist z.B. die tfberfiihrung von p-Aminophenyl- 
glycosiden in Isothiocyanate und die Verknupfung beispielsweise mit Amino- 
gruppen. Weiterhin konnen auch Carboxyalkyl- oder Aminoalkylglycoside leicht 
mit Amino- bzw. Carboxylgruppen gekuppelt werden. 

Die Abspaltung von Schutzgruppen in entsprechenden Reaktionsschritten kann 
zum Beispiel durch Saure- oder Base-Einwirkung, hydrogenolytisch oder auf 
andere Weise reduktiv erfolgen. 
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Biologische Testung 

1. Wachstumsinhibitionstest zur Bestimmung der cytotoxischen 
Eigenschaften: 

Die humanen Dickdarmzellinien SW 480 und HT 29 (ATCC-Nr. CCL 228 und 
5 HBT-38) sowie die Maus-Melanom-Zellinie B 16 F 10 wurden in Rouxschalen in 
RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 10 % FCS gezogen. AnschlieBend wurde 
trypsiniert und in RPMI plus 10 % FCS zu einer Zellzahl von 50.000 Zellen/ml 
aufgenommen. 100 \i\ Zellsuspension/ Well vwjrden in eine 96 Mikrowellplatte 
gegeben und 1 Tag bei 37^C im COj Brutschrank inkubiert. Anschliefiend wurden 
10 weitere 100 |il RPMI Medium und 1 |il DMSO mit den Priifsubstanzen zugesetzt. 
Das Wachstum wurde nach Tag 3 und Tag 6 uberpnift. Dazu wurde zu jedem 
Mikrowell 40 ^xl MTT-Losung (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yI)-2,5-diphenyltetrazolin- 
bromid) mit einer Ausgangskonzentration von 5 mg/ml zugesetzt Es wurde 5 
Stunden im C02-Brutschrank bei 37°C inkubiert. Anschliefiend wurde das Medium 
15 abgesaugt und 100 [xl i-PropanolAVell zugesetzt. Nach 30 min Schutteln mit 
100 ^1 H2O wurde die Extinktion bei 540 nm mit einem Titertek Multiskan 
MCC/340 (Flow) gemessen. 

Die cytotoxische Wirkung ist in der Tabelle 1 als ICsQ-Wert (Dosis, welche das 
Zell wachstum auf 50 % des Zellwachstums der KontroUe inhibiert) jeweils fur die 
20 SW 480- und HT 29- und B16F10-Zellin!e angegeben: 
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Ta belle 1; 



Beispiel 


ICjo/mM 
SW 480 


IC5,, / ^M 

HT29 


IC50 / I^M 1 
B16F10 


1.1 


0,015 


0,025 


0,18 


,.3 


0,04 


0,03 


n.d. 


1 A 

1.4 


0,03 


0,04 


0,2 


2.1 


0,2 


0,06 


2 


3.1 


0,08 


0,06 


0,5 


3.3 


0,25 


0,1 


n.d. 


3.5 


0,3 


0,3 


n.d. 


4.1 


0,03 


0,04 


n.d. 
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2. Hamatopoetische Aktivitat von Glycokonjugaten im Vergleich zum 
zugrundelicgenden Wirkstoff: 

Material und Methoden 

Knochenmarkzellen werden aus dem Femur der Maus gespiilt. 10^-Zellen werden 
5 in McCoy 5A-Medium (0,3 % Agar) zusammen mit rekombinantem murinem GM- 
CSF (Genzyme; Stammzellen-Kolonienbildung) und den Substanzen (10"^ bis 
100 [ig/ml) bei 37°C und 7 % CO2 inkubiert. 7 Tage spater werden die Kolonien 
(<50 Zellen) und Kluster (17-50 Zellen) ausgezahlt. 

Ergebnisse: 

10 Wie in Tab. 2 am Beispiel 2.1 dargestellt, zeigen die untersuchten Glycokonjugate 
gegeniiber dem zugrundeliegenden Wirkstoff eine etwa urn den Faktor 100 
verminderte Hemmung der Knochenmarkstammzellproliferation. 

TabcHe 2: 



Beispiel 


IC50 iV^S/ml] 


2.1. a 


0,0016 


2.1 


0,17 



3. In-vivo-Hemmung des Tumorwachstums im Nacktmaus-Modell 
Material: 

Fur alle in-vivo-Experimente zur Untersuchung der Hemmung des Tumor- 
20 wachstums wurden athymische Nacktmause (NMRI nu/nu-Stamm) verwendet. Das 
ausgewahlte grofizellige Lungenkarzinom LXFL 529 wurde durch serielle Passage 
in Nacktmausen entwickelt. Der menschiiche Urspmng des Tumors wurde durch 
isoenzymatische und iramunohistochemische Methoden belegt. 

E&perimenteiler Aufbau: 
25 Der Tumor wurde subcutan in beide Flanken von 6 bis 8 Wochen alien nu/nu- 
Nacktmausen implantiert. Die Behandlung wurde, abhangig von der Verdopplungs- 
zeit, gestartet sobald die Tumoren einen Durchmesser von 5-7 mm erreicht 
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hatten. Die Mause wurden der Behandlungsgruppe und der Kontrollgmppe (5 
Mause pro Gaippe mit 8 - 10 auswertbaren Tumoren) durch Randomisieren zu- 
geteilt. Die einzelnen Tumoren der Kontrollgruppe wuchsen alle progressiv. 

Die Grofle der Tumoren wurde in zwei Dimensionen mittels Schieblehre ver- 
messen. Das Tumorvolumen, das gut mit der Zellzahl korreliert, wurde an- 
schlieBend fur alle Auswertungen verwendet. Das Volumen wurde gemaB der 
Formel "Lange x Breite x Breite / T berechnet ([a x b^] / 2, a bzw. b stehen fur 
zwei rechtwinklig angeordnete Durchmesser). 

Die Werte des relativen Tumorvolumens (RTV) wurden fur jeden einzelnen Tumor 
durch Dividieren der TumorgroBe am Tag X mit der TumorgroBe des Tages 0 
(zum Zeitpunkt der Randomisierung) berechnet. Die mittleren Werte des RTV 
wurden dann fur die weitere Auswertung verwendet. 

Die Hemmung der Zunahme des Tumorvolumens (Tumorvolumen der Testgruppe/ 
Kontrollgruppe, T/C, in Prozent) war der abschlieBende MeBwert. 

Behandlung: 

Die Applikation der Verbindungen erfolgte an Tag 1, 2 und 3 nach 
Randomisierung intraperitoneal (i.p). 

Ergebnisse: 

Anhand der Verbindung aus Beispiel 1.1 ist die therapeutische Wirksamkeit der 
erfmdungsgemaBen Glycokonjugate gegenuber dem groBzelligen humanen Lungen- 
tumorxenografts LXFL 529 dargestellt. Die Therapie fiihrt bei der maximal 
tolerabien Dosis (MTD), bei 1/2 MTD und bei 1/4 MTD zu einer Komplett- 
remission des Tumors. 
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Tabfcllc 3: 



Therapie 


Dosis 

[mg/kg/Tag] 


Uberlebens- 
zeit [Tage] 


Zahl der 
Tumoren 


relatives 
Tumorvolumen 
an Tag 14 
[% des Tages 0] 


relatives 
Korpergewichl 
an Tag 7 
[%des Tages 0] 


Kontroll- 
gruppe 


- 


>21 >21 
>21 >21 
>21 


10 


691 


102 


1. 1 


12,5 
(MTD) 


>i\ >Z\ 
>2\ >2\ 
>2I 


9 


0.1 


72 


1.1 


6,25 


>21 >21 
>2I >21 
>21 


10 


0,1 


93 


1.1 


3.125 


>21 >21 
>21 >21 

>21 


9 


0.1 


93 



Die erfindungsgemafien Verbindungen weisen sowohl in-vitro als auch in-vivo 
eine uberraschend starke Antitumor-Wirksamkeit gegeniiber verschiedenen 
10 Tumoren, insbesondere solchen der Lunge und des Dickdarms, verbunden mit 
einer groBen Selektivitat gegeniiber nicht malignen Zellen auf. 

Sie eignen sich daher zur Behandlung von Krebserkrankungen, insbesondere von 
solchen der Lunge und des Dickdarms. 

Zur vorliegenden Erfindung gehSren pharmazeutische Zubereitungen, die neben 
15 nicht-toxischen, inerten pharmazeutisch geeigneten TrSgerstoffen eine oder meh- 
rere erfindungsgemaBe Verbindungen enthalten oder die aus einem oder mehreren 
erfindungsgemafien Wirkstoffen bestehen, sowie Verfahren zur Herstellung dieser 
Zubereitungen. 

Der oder die Wirkstoffe konnen gegebenenfalls in einem oder mehreren der oben 
20 angegebenen Tragerstoffe auch in mikroverkapselter Form vorliegen. 
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Die therapeutisch wirksamen Verbindungen sollen in den oben aufgefuhrten 
pharmazeutischen Zubereitungen vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 
0,1 bis 99,5, vorzugsweise von etwa 0,5 bis 95 Gew.-%, der Gesamtmischung vor- 
handen sein. 

5 Die oben aufgefuhrten pharmazeutischen Zubereitungen konnen auBer den erfin- 
dungsgemaBen Verbindungen auch weitere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 

Im allgemeinen hat es sich sowohl in der Human- als auch in der Veterinar- 
medizin als vorteilhaft erwiesen, den oder die erfmdungsgemaBen Wirkstoffe in 
Gesamtmengen von etwa 0,5 bis etwa 500, vorzugsweise 5 bis 100 mg/kg Korper- 
10 gewicht je 24 Stunden, gegebenenfalls in Form mehrerer Einzelgaben, zur Erzie- 
lung der gev^nschten Ergebnisse zu verabreichen, Eine Einzelgabe enthalt den 
Oder die erfmdungsgemaBen Wirkstoffe vorzugsweise in Mengen von etwa 1 bis 
etwa 80, insbesondere 3 bis 30mg/kg Korpergewicht 
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Beispielc: 

Kohlcnhvdrat-Edukte 
Bcispiel LI: 

p-AininophenyI-3-O-niethyl-fi-Lrfucopyranosid 



5 




OCH3 

Ll.a) p-Nitrophenyl-3-O-methyl-B-L-fucopyranosid: 

6 g (2lmmol) p-Nitrophenyl-B-L-fucopyranosid in 300ml absol. Methanol werden 
mit 7,84g (31,5mmol) Dibutylzinnoxid versetzt und 2h unter RuckfluB erhitzt 
AnschlieBend wird etngeengt, der Riickstand getrocknet und dann in 300ml DMF 

10 aufgenommen. Nach Zugabe von 15,7ml Methyliodid wird der Ansatz 40h bei 
70°C geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfemt und der Riickstand in 
BOOtnl Dichlormethan aufgenommen. Die Suspension wird filtriert, die 
verbleibende Losung emeut eingeengt und einer Flash-Chromatographie (Dichlor- 
methan/Methanol 99:1) unterzogen. Nach Einengen erhalt man 3,82g (61%) des 

15 Zieiproduktes. 

1. 1) p-AminophenyUS-O-methyl-B-L-fucopyranosid: 

3,8 Ig (12,73mmol) p-Nitrophenyl-3-O-methyl-B-L-fucopyranosid werden in 
Methanol gelost und nach Zusatz von Platindioxid in einer Wasserstoffatmosphare 
bei geringem Uberdnick hydriert. Nach Abfiltrieren des Katalysators und Fallen 
20 mit Ether erhalt man 3g (88%) des Zielprodukts. [DC: Dichlormethan/Methanol 
9:1 Rp 0,53]. 
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Beispiel 1.2: 

p-Ainmophenyl-3-O-carboxymethyl-B-L-fucopyranosid 




COOH 



L2.a) p-Nitrophenyl-3-O-methoxycarbonyimethyl-B-L-fucopyranosid: 
Ig (3,5mraol) p-Nitrophenyl-C-L-fucopyranosid und l,3g (5,2mmol) 
Dibutylzinnoxid werden in 50ml Methanol 2h unter RuckfluB erhitzt. Die Losung 
wird eingeengt, der Ruckstand in 50ml Dioxan aufgenommmen, mit 2ml 
Bromessigsaure-methylester sowie lOOmg Tetrabutylammoniumiodid versetzt und 
16h unter RuckfluB erhitzt. Das Losungsmittel wird abgedampft und das Produkt 
durch Flash-Chromatographie (Dichlormethan/Methanol 99:1) gereinigt. Nach 
Einengen der entsprechenden Fraktionen und Fallen aus Methanol/Ether erhalt man 
455mg (37%) der Zielverbindung. 

1.2) p-Aminophenyl-3-O-carboxymethyl-fi-L-fucopyranosid: 

282mg (0,79mmol) p-Nitrophenyl-3-methoxycarbonylmethyl-B-L-fucopyranosid 
werden in 20ml Methanol gelost und mit 440|il einer wafirigen 2N Lithium- 
hydroxid-Losung versetzt. Nach 2h Ruhren bei Raumtemp. wird mit saurem 
lonenaustauscher SC108 auf pH 3 eingestelit und filtriert. Zum Filtrat werden 
250mg Palladium auf Aktivkohle zugesetzt. AnschlieBend wird l,5h mit 
Wasserstoff bei geringem Uberdruck hydriert, der Katalysator abgetrennt und mit 
Methanol gewaschen. Einengen, Aufnehmen in Wasser und Gefriertrocknung 
fuhren in 86%iger Ausbeute zum Zielprodukt (212mg). [DC: Aceto- 
nitrilAVasser/Bisessig 5:1:0,2 R^^ 0,24] 

Als weitere Kohlenhydrad^austeine konnen beispielsweise die folgenden Derivate 
eingesetzt werden: 

p-Aminophenyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-2-O-methyl-B'L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-2-O-hydroxyethyl-B-L-fucopyranosid 
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p-AminophenyU4-0-methyl-B-L-fucopyranosi{i 

p-Aminophenyl-3-O-methyl-a-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-O-n-propyl-fi-L-fucopyranosid 

p-AminophenyU3-ciesoxy-B-L-fucopyranosicl 
5 p-Aminophetiyi-3,4-didesoxy-B-L-fucopyranosid 

p-Aminopheniyl-3,4-epoxy-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-4-desoxy-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-0-methoxycarbonylmethyl-6-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3-O-hydroxyethyl-B-L-fucopyranosid 
10 p-Aminophenyl-2-O-carboxyinethyI-B-L-fucopyranosid 

p-Aniinophenyl-3-O-succinyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-3,4-di-0-methyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aniinophenyl-3-O-carbamoylmethyl-B-L-fucopyranosid 

p-Aminophenyl-a-L-rhamnopyranosid 
1 5 p-Aminophenyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-2-O-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-3-O-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-4-O-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-6-O-methyl-B-D-gaIactopyranosid 
20 p-Aminophenyl-2,3-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-2,4-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-2,6-di-0-methyl-6-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-3,4-di-0-inethyl-B-D-galactopyranosid, Acetat 
p-Aminophenyl-3,6-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
25 p-Aminophenyl-4,6-di-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-2,3,4-tri-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-2,3,6-tri-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-2,4,6-tri-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-3,4,6-tri-0-methyl-B-D-galactopyranosid 
30 p-Ajninophenyl-3-desoxy-B-D-galactopyranosid 

p-Aminophenyl-3,4-didesoxy-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-6-O-acetyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-3-O-methoxycarbonylmethyl-B-D-galactopyranosid 
p-Aminophenyl-3-O-carboxymethyl-B-D-galactopyranosid, Natriumsalz 
35 p-AminophenyU3-0-carbamoylmethyl-B-D-galactopyranosid 

p-AminophenyU3-0-(N-methyl-carbamoylmethyl)-B-D-gaIactopyranosid 
p-Aminophenyl-a-D-mannopyranosid 
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p-Aminophenyl-3-O-methyl-a-D-mannopyranosid 
p-Aminophetiyl-2,3-di-0-methyl-a-D-mannopyranosid 
p-Aminophenyl-3-O-methoxycarbonylmethyl-a-D-mannopyranosid 
p-Aminophenyl-3-O-carboxymethyl-a-D-mannopyranosid 
5 p-Aminophenyl-3-O-carbamoylmethyl-a-D-maniiopyranosid 

p-Aniinophenyl-4-0-(b-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid 

p-Aminophenyl-4-0-(3*-sulfat-B"D-gaiactopyranosyl)-D-D-glucopyranosid, 

Natriumsalz 

p-Aminophenyl-4-0-(3-0-methyl-B-D-galactopyranosyl)-B-D-gIucopyranosid 
10 p-Aminophenyl-2-0-methyl-4-0-(3*-0-methyl-B-D-galactopyranosyl)-6-D-gluco- 
pyranosid 

p-Aminophenyl-4-0-(3',4-di-0-methyl-B-D-galactopyranosyl)--B-D-gIucopyranosid 

Bereits in EP 501 250 wurde die Synthese der folgenden Kohlenhydratbausteine 
beschrieben: 

1 5 CarboKymethyl-B-L-fucopyranosid 
5-Carboxypentyl-B-L-fucopyranosid 

Die Verkniipfung dieser betden Bausteine mit Peptidkonjugaten kann in der in EP 
501 250 beschriebenen Weise erfolgen. 

GIvcokon jugate 



20 



Beispiel 1.1: 

7-{N^N^-bis-[0-(3-0-MethyUB-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy-phenylainino- 
thiocarbonyl]-Lrlysyl-LraIanyloxyinethyI}-can[iptothedn 
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l.l.a) 7-Hydroxyinethyl-camptothecin: 

Diese Verbindung wird nach der Vorschrift von Miyasaka et al. (Chem. Pharm. 
Bull. 39 (1991) 2574) hergestellt. 

S l.l.b) 7-(L-AlanyloxymethyI)-camptothecin, Trifluoracetat: 

Ig (2,64mmol) 7-HydroxymethyUcamptothecin werden in 100ml DMF gelost und 
dann rait lOOmg 4-N,N-Dimethylaminopyridin und 1,5 Aquivalenten N-tert- 
Butoxycarbonyl-L-alanin-N-carboxy-anhydrid versetzt und die Suspension 16h bei 
Raumtemperatur geriihrt. Man engt ein und reinigt durch Flash-Chromatographie 

10 an Ethyl acetat/Petrol ether 1:1 und spater 1,5:1. Das gereinigte Material wird in 
30mi Dichlormethan aufgenommen und bei 0*^C mit 5ml Trifluoressigsaure 
versetzt. Nach 30min Rflhren wird eingeengt und das arainodeblockierte Produkt 
aus Dichlormethan/Ether gefallt. AnschlieBend wird aus DioxanAVasser lyophili- 
siert. Man erhalt die Ziel verbindung in einer Gesamtausbeute von 59%. [FAB-MS: 

15 m/z = 450 = M+H]. 

Ll.c) 7-(LrLysyI-Lralanyloxymethyl)-camptothecin, Bis-Trifluoracetat: 

200mg des Konjugats aus Beispiel 1.1. b werden zu einer Losung aus 150mg 
(l,2Aq.) N^,N^-bis-(tert-Butoxycarbonyl)-L-lysin, 88mg N-Hydroxybenzotriazol 
und lOOmg N-Ethyl-N*-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid Hydrochlorid in 
20 20ml Dimethylformamid gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. 
Man engt ein, nimmt in Dichlormethan auf und extrahiert dreimal mit Wasser. 
Nach Trocknen der organischen Phase wird eingeengt und aus Methanol/Ether 
gefallt. AnschlieBend wird das erhaltene Produkt in 15ml Dichlormethan 
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aufgenommen, bei 0°C mit I ml Trifluoressigsaure versetzt und eine Stunde bei 
Raumtemp. geruhrt. Dann setzt man erneut 1ml Trifluoressigsaure zu und ruhrt 
eine weitere Stunde. Nach Einengen und Fallen aus Dichlormethan/Ether erhalt 
man die Zielverbindung in 65%iger Ausbeute. [DC: AcetonitrilAVasser/Eisessig 
5 10:5:3 R,.= 0,44] 

1.1) 7-{N^N^-bis-IO-(3-0-McthyI-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
phenyIamino-thiocarbonyl]-L-Iysyl-L-alanyloxyinethyl}-camptothedn 

Eine Losung von Verbindung LI (O,35mmol) in DioxanAVasser 1:1 (15ml) wird 
unter Ruhren mit Thiophosgen (0,5mmol) versetzt. Nach 10 min. versetzt man mit 

10 4 Aquivalenten Ethyldiisopropylamin, engt anschlieBend im Vakuum ein und 
trocknet den Ruckstand fiir Ih im Olpumpenvakuum. Das erhaltene Isothiocyanat 
wird in absolutem Dimethylformamid (10ml) gelost und mit Verbindung 1.1. c 
(0,15mmbl) soAvie mit 4 Aquivalenten Ethyldiisopropylamin versetzt. Man riihrt 
fiir 16h bei Raumtemperatur, engt dann im Vakuum ein und verruhrt den Riick- 

15 stand mit 20ml Wasser. Man saugt ab, nimmt den Ruckstand in Dichlor- 
methan/Methanol auf und fallt mit Ether. Nach emeuter Fallung erhalt man das 
Zielprodukt in einer Ausbeute von 61%. [DC: AcetonitrilAVasser 10:1 R|.= 0,45] 
[FAB-MS: m/z = 1200 = M+H]. 

Beispiel 1.2 

20 7-(N"^-(0-(3-0-Carboxymethyl-B-Lrfucopyranosyl)-4-hydroxy-phenylainino- 
thiocarbonyl]-Lrlysyl-Lralanyloxymethyl}-camptothecin, Hydrochlorid 




O 
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l,2.a) 7-(N^-(FIuorenyl-9-incthoxycarbonyl)-L-lysyl-L-alanyloxymethyll" 
camptothecin, Trifluoracetat: 

Das Konjugat aus Beispiel l.l.b wird nach Standard-Vorschrift mit N°^-(tert~ 
Butoxycarbonyl)-N^*~(fluorenyl-9-methoxycarbonyl)-L-lysin verkniipft und an- 
5 schlieBend an der a-Aminofunktion deblockiert. 

1.2*b) 7-{N'^-[0-(3-0-Carboxymethyl-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
phenyIainmo-thiocarbonyl]-N^-[fluorenyl-9-methoxycarbonyl]-L-lysyl- 
L-aIanyloxyinethyI}-cainptothecin: 

Die Verbindung aus Beispiel l.2.a wird in Analogic zu Beispiel 1.1 mit 1,2 Aqui- 
10 valenten des Kohlenhydratderivats aus Beispiel 1.2 umgesetzt. 

1.2) 7-{N^-[0-(3-0-Carboxymethyl-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
phenyIainino-thiocarbonyl)-Lriysyl'-L-aianyloxymethyl}-cainptothecin, 
Hydrochlorid: 

Das Konjugat 1 .2.b wird mit Piperidin in DMF deblockiert. Nach 30min. engt man 
15 ein und digeriert den Ruckstand zweimal mit Dichlormethan. Dann wird in DMF 
aufgenommen und mit Methanol/Ether geftUt Das Produkt wird abgesaugt, mit 
Ether gewaschen und dann aus DioxanAVasser lyophilisiert. AnschlieBend nimmt 
man in Wasser auf, versetzt mit 1 Aquivalent einer 0,0 IN HCl-Losung und lyo- 
philisiert emeut. 

20 Beispiel L3: 

7-{N^-(0-(3-0-Carboxymethyi-B-Lrfucopyranosyl)-4-hydroxy-phenylamino- 
thiocarbonyl]-L-lysyl-Lrvalyloxymethyl}-camptothecin, Hydrochlorid 

Die Verbindung wird analog zu Beispiel 1.2 hergestellt, nachdem 7-Hydroxy- 
methyl-Camptothecin zuvor mit N-tert-Butoxycyrbonyl-L-valin-N-carboxyanhydrid 
25 analog zu Beispiel l.l.b acyliert wurde. [DC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 
10:3:1,5 = 0,3] [FAB-MS: m/z = 961 = M+H]. 

Beispiel 1.4; 

7-{N**-(0-{3-0-Methyl-B-L-fucopyranosyI)-4-hydroxy-phenylamino- 
thiocarbonyI)-L-lysyl-L-vaIyloxymethyl}-camptothecin, Hydrochlorid 
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Die Verbindung wird analog zu Beispiel 1.3 hergestelll. Als 
Kohlenhydratkomponente wird die Verbindung aus Beispiel 1.1 anstelle derer aus 
Beispiel 1.2 eingesetzt [DC: AcetonitrilAVasser/Eisessig 5:1:0,2 Rj.= 0,34]. 

Beispiel 2.1: 

9-{N^N^-bis-(0-(3.0-MethyI-C.L-fucopyranosyl)-4-hydroxy-phenyIamino- 
thiocarbonyl]-LrlysyNL-alanyl-ainino}-camptothecin 




2.1.a) 9-Ainino-camptothecin: 

Es wird nach der Vorschrift von Wan! et al. (J.Med.Chem. 29 (1986), 2358) 
10 hergestellt. 



2.1,b) 9-[LralanyUamino]-camptothecin 

N-(Fluorenyl-9-methoxycarbonyI)-L-alanin (0,28 mmol) werden in bekannter 
Weise mit Thionylchlorid in das Saurechlorid uberfuhrt. Dieses wird nach kurzem 
Trocknen unter Schutzgas zu einer Losung aus 0,14mmol der Verbindung 2.1. a 
und 17nl Pyridin in 20ml abs. Dichlormethan gegeben. Nach 16h Ruhren bei 
Raumtemp. engt man ein, nimmt den Ruckstand in DMF auf und setzt 500mg 
Ceiite zu. Man dampft das Losungsmittel ab und gibt das an Celite gebundene 
Material auf eine mit Kieseigel gefuUte Flash-Saule. AnschlieBend chromato- 
graphiert man mit 5% Methanol in Dichlormethan. Die entsprechenden Fraktionen 
werden gesammelt, eingeengt und mit Ether digeriert. Nach Trocknung erhalt man 
die Fmoc-geschiitzte Zwischenstufe in 59 %iger Ausbeute. Das Produkt wird in 
5ml DMF aufgenommen und zur Ablosung der Fmoc-Schutzgruppe mit 250^1 
Piperidin versetzt. Nach 20 min Ruhren bei Raumtemp, engt man ein und fallt die 
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Zielverbindung aus Dichlormethan mit Ether. Sie wird quantitativer Ausbeute 
erhalten. [DC: AcetonitrilAVasser/Eisessig 5:1:0,2 R,.= 0,2]. 

2.Lc) 9-(L-Lysyl-L-alanyl-ainino)-camptothecin, Bis-Trifluoracetat: 
lOOnig des Konjugats aus Beispiel 2.l.b werden in Analogie zu Beispiel 1.1, c mit 
5 N°^,N^'-bis-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Iysin verknupft und das Produkt anschlieBend 
mit Trifluoressigsaure deblockiert. Die Zielverbindung wird in 75%iger Gesamt- 
ausbeute erhalten. [DC: AcetonitrilAVasser/Eisessig 10:5:3 Rf = 0,19] [FAB-MS: 
m/z = 563 = M+H]. 



2.1) 9-{N°',N^-bis-IO-(3.0-Methyl-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
10 phenyIaniino-thiocarbonyI]-L-Iysyl-LralanyI-amino}-camptothecin 

In Analogie zu Beispiel 1.1 wird durch Kupplung des Peptid konjugats 2.1.c mit 
dem Kohl enhydratderi vat aus Beispiel I.l das gewunschte Glycokonjugat her- 
gestellt. Ausb.: 60% [DC: AcetonitrilAVasser 10:1 = 0,33] [FAB-MS: m/z = 
1185 = M+H] 



15 Beispiel 2.2 

9-{N**-IO-(3-0-Carboxyincthyl-B-L»fucopyranosyl)-4-hydroxy-phenylamino- 
thiocarbonyl]-Lrlysyl-LralanyUainino}-caniptotbecin, Hydrochlorid 



20 



r T 




s 



NH NH 



.COOH 



' O CK 



NH 



HCI H,N 




Dieses Konjugat wird in Analogie zu den Beispielen 1.2.a, 1.2.b und 1.2 aus dem 
L-Aianyl-Konjugat in Beispiel 2.l.b hergestellt. 



Beispiel 2.3: 

9-{N"-[0-(3-0-Carboxymcthyl-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy-phenyIamino- 
thiocarbonyl]-L-lysyl-L-vaIyl-amino}-camptothecin, Hydrochlorid 



I 
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Die Verbindung wird analog zu Beispiel 2.2 hergestellt. 
Beispiel 3.1: 

10al-(EthyIendioxy)-7-{l-l(N^N'-bis-(O-(3-O-methyl-B~^fucopyrano 
hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl)-L-lysyl-L-alanyl|-piperazino-4-yl-methyl}- 
5 20(R/S)-camptothccin 




3.1.a) 7-(Chlormethyi)-10,ll-(ethylendioxy)-20(R/S)-cainptothecin: 
Diese Verbindung wird in Analogic zu der 20(S)-Verbindung aus dem 
racemischen Tricyclus nach der Vorschrift von Luzzio et al. (J.Med.Chem. 38 
10 (1995), 395) hergestellt. 

S.l.b) N-(tert.-Butoxycarbonyl-L-alanyI)-piperazin 

Man lost 1,1 5g des N-Hydroxysuccinimid-esters von N-(tert-Butoxycarbonyl)-L- 
alanin in 100ml DMF und tropft die Losung uber 6h in eine Mischung aus 3,4g 
(10 Equivalenten) Piperazin in 200ml DMF ein. Man engt ein, nimmt den 
15 Riickstand in Wasser auf und extrahiert dreimal mil je 200ml Dichlormethan. Die 
organische Phase wird getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 
Man erhalt die Zielverbindung in einer Ausbeute von 88%. [DC: 
AcetonitrilAVasser/Esessig 5:1:0,2 Rf= 0,42]. 

3.1.t) 10,ll-(Ethylendioxy)-7-{l-lL-alanyll-plperazin-4-yl-methyl}-20(R/S)- 
20 camptothecin, Trifluoracetat: 

125mg (0,485mmol) der Verbindung 3.1.b werden in 2ml DMF aufgenommen und 
bei -50X zu einer Ldsung aus lOOmg (0,22mmol) 3.1. a in 10ml DMF getropft. 
Man laBt auf Raumtemperatur erwarmen und 16h riihren. AnschlieBend reinigt 
man das entstandene Produkt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel mil 
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Dichlormethan/Methanol 98:2 und spater 96:4. Nach Einengen der entsprechenden 
Fraktionen erhalt man die geschutzte Zwischenstufe in einer Ausbeute von 44%. 
[DC: Dichlormethan/Methanol 95:5 = 0,3]. Die Abspaltung der Boc- 
Schutzgruppe nach Standardbedingungen mit Trifluoressigsaure in Dichlormethan 
liefert die Zielverbindung in nahezu quantitativer Ausbeute. [DC: 
AcetonitrilAVasser/Bisessig 5:1:0,2 Rf = 0,16] [FAB-MS: m/z = 576 = M+H]. 

3A.d) 10,ll-(Ethylendioxy)-7-{l-[L.IysyI.l^alanylj.piperazin.4-yI.methyl}- 
20(R/S)-camptothecin, Bis-Trifluoracetat: 

50mg des Konjugats aus Beispiel 3.1.0 werden zu einer Losung aus 31mg 
(0,088mmol) N°',N^-bis-(tert-'Butoxycarbonyl)-L-lysin, 18mg N-Hydroxybenzo- 
triazol und 20nig N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl>carbodiimid Hydrochlorid 
in 5ml DMF gegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Man engt 
ein und verriihrt den Ruckstand mit Wasser. AnschlieBend wird das erhaltene 
Produkt in 5ml Dichlormethan aufgenommen, bei O'^C mit 500 [iml Trifluoressig- 
saure versetzt und eine Stunde bei Raumtemp. geriihrt, Nach Einengen verruhrt 
man den Ruckstand mit Ether und fillt das Produkt aus Dichlormethan/Ether. Die 
Zielverbindung wird in 52%iger Gesamtausbeute erhalten. [DC: Acetonitril/- 
Wasser/Eisessig 10:5:3 Rf=0,15] 

3.1) 10,ll.(Ethylendioxy)-7-{l-[(N%N^-bis-(O.(3-O-methyl-0-L- 
fucopyranosyI)-4-yI-hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl)-L-lysy|.L- 
alanyl]-piperazin-4-yl-methyI}-20(R/S)-camptothecin 

In Analogic zu Beispiel 1.1 wird durch Kupplung des Peptidkonjugats 3. I d mit 
dem Kohlenhydratderivat aus Beispiel I.l das gewunschte Glycokonjugat her- 
gestellt. Ausb.: 77% [DC: AcetonitrilAVasser 10:1 R^ = 0,31] [FAB-MS: m/z = 
1326 = M+HJ. 

Beispiel 3>2: 

1041-(Ethylendioxy)-7-{l-[(N%N^-bis-(0-(3-0.methyl-B-I^fucopyranosyl).4-yl^ 

hydroxy-phenylaiiiino-thiocarbonyl)-Lr-lysyl-L-alanyl]-piperazin-4yl-inethyl}- 
20(S)-cainptothecin 

Dieses Produkt wird in volliger Analogic zu dem 20-(R/S)-Gemisch in Beispiel 
3.1 aus dem enantiomerenreinen S-konfigurierten Tricyclus hergestellt. 
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Beisniel 3.3: 

l041-(Ethylendioxy)-7-{l-|N'^-(O-(3.O-carboxymcthyI-B-L-fucopyranosyl)-4- 
hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl1-L-lysyUl^aianyl|-piperazin-4*-yl-methyi}- 
20(R/S)-camptothecin, Hydrochloric! 



5 




Dieses Konjugat wird in Analogie zu den Beispielen 1.2.a, 1.2.b und 1.2 aus dem 
L-Alanyl-Konjugat in Beispiel 3.1.C hergestellt. 

Beispid 3,4: 

l0ai-(Ethylcndioxy)-7-{l-IN°^-(O-(3-O-carboxymethyl-B-L-fucopyranosylH- 
10 hydroxy-phenyIamino-thiocarbonyl]-L-lysyULi-valyl]-piperazin-4-yl--methyl}- 
20(R/S)-cainptothecin, Hydrochlorid 

Die Verbindung wird analog zu Beispiel 3.3 hergestellt. 

Beispiel 3.S; 

10,Il-(Ethylendioxy)-7-{l-(N°'-(O-(3-O-inethyl-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
15 phenylainino-thiocarbonyl)-LrlysyNL-alanyI]-piperazin-4-yl-inethyl}-20(R/S)-' 
camptothecin, Hydrochlorid 
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Dieses Konjugat wird in Analogie zu Beispiel 3.3 mit dem Kohlenhydrat aus 
Beipiel I.l hergestellt. [DC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 10:3:1,5 Rj.= 0,48] 



Beispiel 4.1: 

5 10,ll-(Ethylendioxy)-7-{[N^-(O-(3-O-methyl-B-L-fucopyranosyl)-4-hydroxy- 
phenylamino-thiocarbonyl]-L-lysyl-L-alanyll-aininomethyl}-20(S)- 
camptothecin, Hydrochlorid 




4,l,a) 10,1 l-(Ethylendioxy)-7-aininoinethyl-20(S)-caniptothecin 

10 Diese Verbindung wird nach den Vorschriften von Luzzio et al. (EP 540099) 
hergestellt. Ausb.: 32% [DC: Dichlormethan/Methanol 5:1 = 0,33] 

4.1.b) 10,ll-(Ethylendioxy)-7-[Lralanyl-aniinomethyl]-(20S)-caniptothedn 

N-(tert.Butoxycarbonyl)-L-alanin-N-hydroxysuccinimidester (0,275ramol) werden 
in lOmI Dimethylformamid mit 0,275mmol der Verbindung aus Beispiel 4.1. a und 
15 mit 0,55mmol Ethyl-diisopropylamin versetzt Nach 2h Ruhren bei Raumtemp. 
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engt man ein und fallt den Ruckstand aus Dichlormethan/Methanol (1:1) mit 
Ether, Nach wiederholter Fallung erhalt man die Boc-geschiitzte Zwischenstufe in 
70 Voiger Ausbeute. Das Produkt wird in 10ml Dichlormethan aufgenommen und 
zur Ablosung der Boc-Schutzgaippe mit 2ml wasserfreier Trifluoressigsaure 

5 versetzt. Nach 30min Ruhren bei Raumtemp. engt man ein und fallt die 
Zielverbindung aus Dichlormethan/Methanol mit Ether. Der Ruckstand wird in 
Wasser aufgenommen und mit Dichlormethan ausgeschiittelt. Nach Einengen der 
waBrigen Phase wird das Produkt emeut aus Dichlormethan/Methanol mit Ether 
geMt. Ausb.: 69% [DC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 5:1:0,2 Rp= 0,25] 

10 [FAB-MS: m/z = 507 = M+H]. 

4.1.C) lO,ll-(Ethylendioxy)-7-[N^-(nuorenyl-9-methoxycarbonyl)-L"IysyI-L- 
alanyl-aminomethylj-camptothecin, Trifluoracetat: 

Das Konjugat aus Beispiel 4.1.b wird nach Standard-Vorschrift mit N"-(tert- 
Butoxycarbonyi)-N^-(fluorenyl-9-methoxycarbonyl)-L-Iysin verknupft und an- 
15 schlieflend an der a-Aminofunktion deblockiert. 

4A.d) 10,ll-(Ethylendioxy)-7-{IN°'-(0-(3-0-methyl-B-L-fucopyranosyI).4- 
liydroxy-phenylainino-thiocarbonyl]-N^-'[fluorenyl-9-methoxycarbonyi]- 
LrlysyI-L-alanyl-aininoinethyl}-20(S)-camptothecin 

Die Verbindung aus Bdspiel 4.1.C wird in Analogic zu Beispiel 1.1 mit 1,2 Aqui- 
20 valenten des Kohlenhydratderivats aus Beispiel 1. 1 umgesetzt. Ausb.: 83%. 

4.1) 10,ll-(EthyIendioxy)-7-{[N''-(O-(3-O-methyI-B-L-fucopyranosyl)-4- 
hydroxy-phenylamino-thiocarbonyl]-Lrlysyl-L-alanyl-aminomethyl}- 
20(S)-camptothecin, Hydrochlorid 

Das Konjugat 4.Ld wird mit Piperidin in DMF deblockiert. Nach 30min. engt man 
25 ein und fallt das Produkt zweimai aus Dichlormethan/Methanol mit Ether. 

AnschlieBend nimmt man in Wasser auf, versetzt mit 1 Aquivalent einer 0,0 IN 

HCl-Losung und lyophilisiert. Ausb.: 69% [DC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 

10:3:1,5 R^ = 0,39][ESI-MS: m/z = 946 = M+H]. 
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Patentanspriiche 

1 . Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 



(K'-Sp'-L'),— M— Cp (I) 



worm 



n, m und o jeweils fur die Zahl 0 oder 1 stehen und n + m + o >1 gilt, 
wobei 

Cp fur ein Camptothecin-Derivat der Fonnein 




worm 

10 R\ R^, und R"* unabhangig voneinander Wasserstoff, 

Alkyl mit bis zu 3 Kohlenstoffatomen, Halogen, 
Amino, Hydroxy oder Nitro bedeuten konnen oder 

R^ und zusammen eine Gruppe der Formel 

(CH2)p bedeuten, wobei 
O 

15 p die Werte 1 oder 2 annehmen kann, und 



-39- 



PCT/EP97/05089 



fur ^O-* , 'NH* Oder — n N-* steht, 

Oder fiir -*NR^ steht, worin Arylmethyl oder 
Hetarylraethyl bedeutet. 




worin 

R^ und R^ wie R^ und R^ definiert sind und mit diesen 
gieich Oder verschieden sein konnen. 




worin 

R^ fur Wasserstoff oder -CH2-N(CH3)2 steht und 
R^^ fur Wasserstoff oder Ethyl steht, 
H 
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worin 

R}^ und R^^ wie und definiert sind und mit diesen 
gleichen oder verschieden sein konnen, 

Oder 



5 




worin 

R^^ und R^"* wie R'^ und R^ definiert sind und mit diesen 
gleich Oder verschieden sein konnen, 

steht, wobei Cp uber die mit * markierten Bindungen mit M 
10 verkniipft ist, 

M fur eine Brticken-Gruppierung steht, deren Hauptkette bis zu 21 
Atome in linearer Abfolge umfaBt, 

L\ L', unabhangig voneinander fur Linker-Gnippieoingen stehen, wie 
sie in der Glycokonjugat-Chemie gangigerweise eingesetzt werden, 

15 Sp\ Sp^ und Sp*^ unabhangig voneinander fur Arylen mit bis zu 10 Koh- 

lenstoffatomen oder fur Alkylen mit bis zu 8 Kohlenstoffatomen 
stehen die jeweils gegebenenfalls substituiert sind, und 

K\ und unabhangig voneinander fur einen Rest der Formel (II) 
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A^O O. 



stehen, worin 

A Methyl, Hydroxymethyl, Alkoxymethyl mit bis zu 6 Kohlen- 
stoffatomen, Acyloxymethyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen 
5 Oder einen Rest der Formel -CHj-B bedeutet, worin 

B fiir einen Rest der Formel (II) steht, 

R^^, R^^ und R^^ unabhangig voneinander Wasserstoff, Hydroxy, 
gegebenenfalls durch Hydroxyl substituiertes Alkoxy mit bis 
zu 6 Kohlenstoffatomen, gegebenenfalls durch Alkyl oder 
10 Acyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen substituiertes Amino, 

Halogen, Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 

-0-(CH2)3-C Oder .^^CH^VC^ 

bedeuten, worin 

R^^ und R^^ unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder 
15 Alkoxy mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen stehen oder 

fiir Amino, das gegebenenfalls durch Alkyl mit bis zu 
6 Kohlenstoffatomen substituiert ist, stehen und 

s und t unabhangig voneinander die Werte 0, 1, 2, 3 oder 4 
annehmen konnen 

20 Oder 

R^^, R^^ und R^^ unabhangig voneinander fur einen Rest der Formel 
(II) stehen 
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Oder 

zwei der Reste R^^, R*^*, R''^ zusammen fiir eine Epoxygruppe 
stehen, 

sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

5 2. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin K\ 

und unabhangig voneinander fur einen Rest der Formel (II) stehen 
konnen, wobei 

A Methyl, Hydroxymethyl, Methoxymethyl oder Acetoxymethyl 
bedeutet, 

10 R'^ Wasserstoff, Hydroxy I, Methoxy oder eine Gruppe der Formeln 

-0-(CH2)3-C Oder ^^^qH^^C 

bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen 
konnen und 

15 R^^ und R^^ unabhangig voneinander fur Hydroxyl oder Alkoxy mit 

bis zu 4 Kohlenstoffatomen stehen, 

oder 

R^^ fur einen Rest der Formel (U) steht, 

R*^ Wasserstoff, Hydroxyl, Halogen, Alkoxy mit bis zu 4 KohlenstofF- 
20 atomen, Sulfat oder eine Gruppe der Formeln 



-0-{CH2)3-C(^ 



-0 



Oder _>-(CH,).-c( 



R 



^9 
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15 



20 

3. 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen 
konnen und 

R^^ und R^^ unabhangig voneinander fiir Hydroxyl oder Alkoxy mit 
bis zu 4 Kohlenstoffatomen stehen oder fiir Amino, das 
gegebenenfalls durch AlkyI mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen 
substituiert ist, stehen, 

R'^ Hydroxyl, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, das gegebenen- 
falls durch Hydroxy substituiert ist, gegebenenfalls durch Alkyl oder 
Acyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen substituiertes Amino oder eine 
Gruppe der Formeln 



bedeutet, worin 

s und t unabhangig voneinander die Werte 1 oder 2 annehmen 
konnen und 

R^* und R^^ unabhangig voneinander fiir Hydroxyl oder Alkoxy mit 
bis zu 4 Kohlenstoffatomen stehen. 



R^^ und R gemeinsam fiir eine Epoxygruppe stehen, 

sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 

Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin 

Sp\ Sp^ und Sp^ unabhangig voneinander fiir Arylen mit bis zu 10 
Kohlenstoffatomen stehen konnen, das mit je einer Gruppe K* bzw. 
K'^ oder K^ und bzw. oder verknupft ist und das 



-0-(CH2)3-C 




,18 



Oder 



-O 
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gegebenenfalls noch ein- oder mehrfach durch Hydroxy, Carboxy, 
Carboxyalkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, Nitro, Cyano, Halo- 
gen, Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, Halogenalkyl mit bis zu 
4 Kohlenstoffatomen, Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen 
5 substituiert ist, 



sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 



4. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin 

S O 

A, A.- 

l', und L'^ unabhangig voneinander , 



10 



20 



0 

I 

-c 



R 



\ 



Oder 



-HN 



N-^ N 



bedeuten, wobei 



R^" fur Chlor oder fur Hydroxyalkylamino mit bis zu 6 Kohlenstoff- 
atomen steht. 



sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 



5. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin 

M fur ein Peptid steht, das iiber eine Aminofunktion mit L\ \? 
15 und/oder L*' verknupft ist, iiber eine Acylfunktion mit Cp verkniipft 

ist und dessen Aminosaurebausteine gegebenenfalls Schutzgruppen 
tragen konnen, 



sowie deren Isomere, Isomerengemische und Salze. 



6. 

20 



Verbindungen gemSB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB M fur ein 
Mono-, Di- oder Tri peptid steht. 
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7. Verbindungen gemaB Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Peptid aus gegebenenfalls Schutzgaippen tragenden Aminosaurebausteinen 
besteht, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Glycyl, Alanyl, Valyl, 
Leucyl, Lysyl, Seryl, Glutamyl, Threonyl, Asparagyl, Isoleucyl, Di- 

5 aminopropionyl, Diaminobutyryl, Histidyl, Arginyl und/oder Ornithyl. 

8. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Verbindungen der 
allgemeinen Formel (III) 

Cp-H (III) 

10 worin Cp die oben angegebene Bedeutung hat und das WasserstofFatom an 

den mit * bezeichneten Positionen sitzt, mit einer dem oben defmierten 
Rest M entsprechenden aktivierten Carboxylkomponente Ma, die 
gegebenenfalls Schutzgruppen tragt, in einem geeigneten Losungsmittel, 
gegebenenfalls in Gegenwart einer Base, nach ublichen Methoden umsetzt, 

15 gegebenenfalls mittels bekannter Methoden selektiv eine, mehrere oder alle 

Schutzgruppen von M abspaltet und das Produkt mit Verbindungen der 
allgemeinen Formel (IV) 

K*.Sp^-L'a (IV) 

worin und Sp^ wie oben defmiert sind und L^a fiir eine reaktive Vor- 
20 stufe der Gruppe L' steht, umsetzt, wobei gegebenenfalls die Schutzgrup- 

pen selektiv abgespalten und schrittweise verschiedene Gruppen K^-Sp^-L^- 
und K^-Sp^-L^- in vergleichbarer Weise eingefiihrt werden konnen 

oder daB man, falls M ein Peptid bedeutet, in vergleichbarer Weise nach 
ublichen Methoden einen ersten Aminosaurerest in Form der entsprechen- 
25 den gegebenenfalls Schutzgruppen tragenden aktivierten Carboxylkompo- 

nente einfuhrt, gegebenenfalls Schutzgruppen abspaltet und weiterhin gege- 
benenfalls Schutzgruppen tragende Aminosaurereste anknupft, wie oben 
angegeben Reste der Formeln K^-Sp'-L\ K^-Sp^-L^ und/oder K^-Sp^-L^- 
einfuhrt und falls erforderlich Schutzgruppen abspaltet, 
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daB man weiterhin gegebenenfalls nach iiblichen Methoden die Stereo- 
isomeren trennt und daB man gegebenenfalls die Verbindungen in ihre Sal- 
ze iiberfuhrt. 

9. Verwendung der Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB An- 
spruch 1 zur Herstellung von Arzneimitteln. 

10. Arzneimittel enthaltend Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gemaB 
Anspruch 1. 
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* Besondere Kategorien von angegebenen Vat^entllchungen 
"A" Verdffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik deflnlert. 
atier nicht ais besondere bedeutsamanzusehen ist 

"E" aiteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem imen^attonalen 
Anmeidedatum veroffentfacht worden Ist 

"L" Verdffentlichung, die geetgnet tet, einen Prioritfltsanspruch zweifelhaft er- 
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Theorie angegel)en ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgmnd dleser Verdffentlk:hung nicht a(s neu Oder auf 
erf inderischer TStigkelt beruhend betrachtet worden 

"Y* VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ais auf erflndarischerTdtlgkelt bemhend betrachtet 
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